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Resumo – O objetivo deste trabalho foi comparar três métodos de aplicação de solução de uréia marcada com
15N (15N-uréia ): pulverização foliar, injeção na base do colmo e imersão radicular, a fim de se definir qual seria
o mais eficiente na marcação de fitomassa de cana-de-açúcar. O experimento foi instalado na Estação
Experimental Apta - Pólo Regional Centro Sul, em Piracicaba, SP. A cana-de-açúcar, variedade SP80 3280, foi
plantada em vasos preenchidos com aproximadamente 120 dm3 de Neossolo Quartzarênico de textura arenosa.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repetições. A fitomassa de cana-de-açúcar
dos três tratamentos, no 11o mês de desenvolvimento, não diferiu estatisticamente, e suas abundâncias de 15N foram
superiores à natural, tendo-se verificado a seguinte ordem decrescente de marcação com 15N: parte aérea > rizoma >
rizomas+raízes na camada de 0,0–0,2 m > raízes na camada de 0,2–0,4 m > raízes em profundidade maior que 0,4 m. Entre
os métodos de aplicação de 15N-uréia, a injeção na base de colmos é o de mais fácil execução, o mais efetivo na marcação
da fitomassa e o que apresentou a maior recuperação do traçador (96%). A aplicação foliar é comparável à injeção,
somente na marcação e na recuperação do traçador no sistema radicular.
Termos para indexação: Saccharum spp., parte aérea, sistema radicular,  marcação isotópica.
Sugarcane phytomass labeling with application of 15N-urea solution
Abstract – The objective of this research was to compare three methods of 15N-urea solutions application: spray
on leaf, injection in the plant base stem and root immersion, in order to define the most efficient labeling
sugarcane phytomass with 15N method. The experiment was carried out at APTA - Pólo Regional Centro Sul, in
Piracicaba, SP, Brazil, and the sugarcane variety SP80 3280 was planted in pots filled out with approximately
120 dm3 of a Typic Quartzipsamment soil. The experiment was conducted in a completely randomized design with
four replicates. There were no difference between the methods in the plant parts dry mass, in 11o development
month, and their 15N abundances were superior to the natural one, being verified the following decreasing
labeling order: aerial part > rhizome > rhizome + roots in the layer 0.0–0.2 m > roots in the layer 0.2––0.4 m > roots
in the layer deeper than 0.4 m. Among the 15N-urea solution application methods, the injection in the base stem
is the easiest to apply, the most effective in dry mass labeling and the one wich presented the largest 15N tracer
recovery (96%). The spray on leaf method is comparable to the injection in the base stem only for the labeling
with 15N and tracer recovery for root system.
Index terms: Saccharum spp., aerial part, root system, isotope labeling.
Introdução
A produção de fitomassa pelas culturas é um dos
parâmetros mais avaliados na experimentação agronômica.
Subentende-se por fitomassa da cana-de-açúcar todo o
material vegetal da parte aérea e do sistema radicular
(rizomas e raízes); este último é essencial à regeneração
da cana-de-açúcar após as colheitas, pois cumpre papel de
reserva orgânica e nutricional para a futura rebrota da
cultura (Trivelin et al., 2002).
As maiores limitações ambientais à produção de
fitomassa pela cana-de-açúcar no Brasil, se relacionam
à disponibilidade de quantidades adequadas de nutrientes
minerais nos solos, com destaque ao N (Trivelin et al.,
2002). Esse nutriente pode ter seus efeitos estudados
com o uso de compostos marcados no isótopo estável
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15N, na quantificação das taxas de transferência do
nutriente para diferentes compartimentos do
agrossistema (Trivelin, 2000). A marcação da fitomassa
com 15N pode ser realizada com diferentes objetivos,
como por exemplo, avaliar a mineralização do N dos
restos culturais e sua contribuição à nutrição da cultura
(Gava et al., 2005), como também, o desenvolvimento e
a distribuição de raízes metabolicamente ativas (Faroni
& Trivelin, 2006).
A aplicação foliar com 15N-uréia é um dos métodos
de marcação mais empregados em estudos sobre
nutrição nitrogenada, em várias culturas, e sobre a fixação
de N2 por leguminosas (Wittwer et al., 1963; McNeill
et al., 1997; Ambrosano et al., 2003), mas é desuniforme
quanto à distribuição do isótopo nas partes das plantas,
embora seja de fácil execução (Zebarth et al., 1991).
Em levantamento de técnicas de marcação de fitomassa
com 15N, realizado por Russel & Fillery (1996), a
aplicação foliar com 15N-uréia, apesar de ser o método
de marcação mais utilizado, não foi satisfatório para o
estudo de transferência de N no sistema, por não poder
ser feito um balanço total do N. Uma característica desse
método é a perda de NH3 pela hidrólise da uréia ou por
ação da chuva ou do orvalho, que podem transferir o
15N ao solo o que invalida a estimativa da quantidade de
15N nesse compartimento (Vasilas et al., 1980).
Na tentativa de contornar os inconvenientes da
aplicação foliar, outros métodos foram desenvolvidos,
como a imersão de raízes em uma solução com fontes
nitrogenadas marcadas com 15N, técnica que supera
muito dos problemas inerentes às aplicações foliares,
mas que também é destrutiva, quando o objeto do estudo
é o sistema radicular, já que se torna necessária a
exposição e o corte ou fendilhamento de raízes, para
sua posterior imersão em solução com o isótopo.
No entanto, o sistema confinado propicia uma grande
absorção de 15N pela eliminação das perdas externas.
Outra técnica que pode ser usada é a injeção de solução
com fontes marcadas com 15N, a qual tem sido
empregada com sucesso em leguminosas arbustivas, com
a ressalva de que, para ser bem sucedida, deve ser
empregada em plantas maduras, por causa da
dependência de maior diâmetro de caule que suporte a
quantidade e a concentração da solução a ser injetada
(Russel & Fillery, 1996).
Os métodos descritos apresentam vantagens e
desvantagens, a depender da planta de interesse, mas
em todos eles a uréia apresenta-se como uma fonte de
N adequada para fornecimento do marcador isotópico
15N, pela sua solubilidade em água e alto conteúdo de
N, o que permite aplicações de boa quantidade do
nutriente, quer seja aplicado em solução ou na forma
sólida (Thorne, 1955; Wittwer & Teubner, 1959).
Conforme Trivelin et al. (1988), o N aplicado às folhas
de cana-de-açúcar e translocado às raízes indicou efeito
estatístico para o fator tempo, o que evidencia que a
translocação de N foi contínua até 96 horas após a
fertilização foliar, e a colheita da fitomassa deve ser
realizada somente após esse período.
O objetivo deste trabalho foi o de comparar os
métodos: pulverização foliar, imersão radicular e injeção
na base do colmo, a fim de se definir qual o mais eficiente
na marcação da fitomassa de cana-de-açúcar.
Material e Métodos
O experimento foi instalado na Estação Experimental
Apta - Pólo Regional Centro Sul, em Piracicaba, SP.
A cana-de-açúcar foi plantada em vasos com volume
aproximado de 120 dm3, preenchidos com Neossolo
Quartzarênico de textura arenosa (Embrapa, 1999).
Os vasos continham dreno de brita zero, de 0,1 m de
altura, coberto com manta do tipo Bidim. Após a análise
química da terra, foi realizada a correção de sua acidez,
em cada vaso, com a aplicação de 93,04 g de CaCO3
para elevar a saturação de bases a 70% (Raij, 1991).
Foi realizada, também, a fosfatagem da terra segundo
Espironelo (1996), corrigida para estudos em vasos, com
a aplicação de 94,38 g de superfosfato simples à terra
de cada vaso.
A cultivar de cana-de-açúcar utilizada foi a SP80 3280,
de maturação média, alta produtividade e exigência
média em fertilidade do solo. Foram plantados três mini-
toletes por vaso, com uma gema cada que, depois da
brotação, foram selecionados, tendo permanecido apenas
um perfilho primário por vaso (parcela). Cada parcela
recebeu doses de uréia, equivalente a 50 kg ha-1 de N, e
de cloreto de potássio, equivalente a 75 kg ha-1 de K2O.
Durante o crescimento das plantas, foram realizadas
adubações de cobertura, com doses idênticas às do
plantio: a primeira com ambos os nutrientes, e a segunda
apenas com N, tendo sido o N aplicado nas formas de
uréia e sulfato de amônio, respectivamente, no plantio e
cobertura. Foram realizadas irrigações para suprir a
necessidade hídrica.
Os métodos de aplicação do traçador foram:
pulverização foliar, injeção no colmo da planta e imersão
radicular. O delineamento experimental foi o inteiramente
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casualizado, com 4 repetições. A uréia marcada com 15N
(15N-uréia) foi utilizada para a marcação das plantas,
quando estas estavam no 11o mês de desenvolvimento,
e sua abundância isotópica foi maior quanto menor o
volume de solução administrado à planta (Tabela 1).
A pulverização foliar foi feita por meio de um
pulverizador (spray), tendo-se aplicado 16 mL de solução
de uréia, com abundância de 15,27% em átomos de 15N,
às folhas e às bainhas das plantas; neste método, o solo
foi coberto com lona de plástico, para impedir sua possível
marcação por deriva ou escorrimento da solução
aplicada. A injeção foi feita por meio de uma seringa de
1 mL e agulha de dimensões 0,45x13 mm, aplicada à
base dos colmos das plantas, no total de 3 mL de solução
de uréia, com abundância de 81,42% em átomos de 15N.
A absorção radicular foi feita pela imersão de raízes,
que evidenciavam, por inspeção visual, apresentar
metabolismo ativo, em frascos tipo Ependorf, que
continham solução idêntica em volume, concentração e
abundância isotópica à do método de injeção no colmo
das plantas. Nos dois últimos métodos mencionados, o
volume de 3 mL de solução, aplicado ou fornecido à
planta, foi dividido entre os colmos de cada parcela, em
quantidade não superior a 0,5 mL por colmo, perfazendo,
no mínimo, 6 aplicações por vaso.
A colheita do experimento ocorreu após 96 horas da
aplicação do traçador (Trivelin, 1988; Faroni & Trivelin,
2006). A parte aérea (colmo+ponteiros) de cada parcela
foi colhida, pesada e triturada em um desfibrador tipo
forrageira. Da fitomassa triturada foi retirada uma
subamostra, que foi secada em estufa de circulação
forçada de ar, a 65ºC, até atingir massa constante, para
determinação da fitomassa seca da parte aérea. Nessa
subamostra, foram realizadas as determinações de
concentração de N e de abundância de 15N.
A colheita do sistema radicular foi feita às
profundidades de 0–0,2 m, de 0,2–0,4 m e abaixo de
0,4 m, tendo-se separado os rizomas e as raízes do
solo com uso de peneira de 2 mm de malha, os quais
foram lavados em água corrente, para a retirada do
excesso da terra aderida. Foi quantificada a massa dos
rizomas e raízes após secagem em estufa a 65oC,  e
determinada a concentração de N e a abundância
isotópica de 15N.
As determinações da concentração de N e de 15N, nas
amostras, foram realizadas em espectrômetro de massas
automatizado, modelo ANCA SL 20-20 (Barrier & Prosser,
1996). A recuperação do marcador aplicado foi calculada pela
fórmula: Recuperação (%) = 100(NPPM/M15NU), em que:
NPPM é o N da planta proveniente do marcador 15N-uréia;
M15NU é a massa de N do marcador isotópico 15N-uréia
aplicado por parcela. NPPM = (%15Nexc. compartimento/
%15Nexc. marcador) × N-totalc, em que: %15Nexc. compartimento e
%15Nexc. marcador representam a porcentagem de átomos de
15N em excesso no compartimento e no marcador,
respectivamente; a abundância natural em átomos de 15N é
igual a 0,367%; N-totalc é a massa de N total no
compartimento.
Os resultados de massa de matéria seca, de abundância
e de recuperação de 15N, por compartimento das plantas,
foram analisados por meio de análise de variância e,
naqueles em que houve diferença significativa, os dados
foram submetidos ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Resultados e Discussão
Em relação à aplicabilidade dos métodos, a
pulverização foliar foi de fácil e rápida aplicação, mesmo
com ressalvas quanto a alguns pontos a serem
considerados. O volume de solução aplicado deve ser
proporcional à área foliar e à capacidade de retenção
da solução pela superfície da folha, a fim de se evitarem
o escorrimento e a perda da solução com 15N. Quanto
menor o volume de solução a aplicar, maior deverá ser
a abundância de 15N, para que a massa do traçador seja
adequada à marcação desejada da fitomassa, que deve
ser calculada em função da fitomassa seca total da
planta e de seu teor de N no estádio de colheita.
Tabela 1. Massas de uréia, N e 15N aplicadas por parcela (vaso), em cada tratamento, e seus respectivos volumes e
concentrações(1).
(1)O peso atômico do N foi de 14,16 e 14,81, respectivamente, para a uréia com abundância de 15,27 e 81,42% em átomos de 15N.
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No caso de plantas com perfilhamento, como a cana-
de-açúcar, a aplicação deve ser realizada nas folhas de
todos os perfilhos, para que a distribuição pela planta
seja a mais uniforme possível, principalmente no caso
de cana-soca, em que cada perfilho possui um sistema
radicular próprio. A principal desvantagem do método é
o tempo necessário para absorção da solução aplicada
às folhas (Malavolta, 1994), a qual não é totalmente
absorvida e pode, em parte, ser perdida na forma de
NH3, após sua hidrólise por ação da urease celular (Witte
et al., 2002). A permanência, sobre as folhas, de resíduos
de uréia na forma de cristais desidratados (Humbert,
1960) possibilita que a chuva, o orvalho ou a irrigação
promova a remoção de parte da uréia aplicada e
carregue o traçador 15N para o solo.
A injeção da solução com 15N-uréia no colmo da
planta foi de fácil realização, da mesma forma como a
pulverização foliar. A vantagem que pode ser destacada
neste método é a de que toda solução pode ser aplicada
diretamente à planta, e isso garante que não ocorra perda
de 15N por volatilização de NH3, como na aplicação
foliar. Assim, pode ser realizado o balanço efetivo de
15N na planta e solo. Como desvantagem do método,
pode-se citar o reduzido volume a ser aplicado, o que
exige que a abundância do isótopo seja tanto maior,
quanto maior for a quantidade da fitomassa seca a ser
marcada. Para esse método, a aplicação do marcador
deve ser feita em todos os perfilhos, a fim de que toda
touceira possa ser marcada.
O método da imersão radicular, com poucas
informações na literatura (Russel & Fillery, 1996),
também foi usado com certa facilidade, no entanto, com
um tempo para aplicação bem superior aos demais. Este
método foi o que apresentou as maiores desvantagens,
como a exposição das raízes, as quais foram imersas na
solução com o marcador, o que causou perturbação no
sistema colhido, como a perda de raízes. Outra
desvantagem foi que nem toda solução contida nos
frascos foi absorvida.
Não houve diferença significativa, entre os métodos
de marcação (Tabela 2), na comparação das médias das
massas de matéria seca da parte aérea, dos rizomas e
das raízes de 0,0–0,2 m, 0,2–0,4 m e >0,4 m, e a
probabilidade de assimilação do marcador isotópico foi
a mesma para todos os tratamentos. Esse resultado é
fundamental, neste tipo de estudo, pois como foi fornecida
uma mesma massa de 15N a todas as parcelas do
experimento (Tabela 1), se uma dessas apresentasse maior
massa ocorreria maior diluição isotópica e vice-versa.
A abundância de 15N, de todas as partes das plantas,
foi superior à abundância natural do solo (0,367% em
átomos de 15N), tendo-se verificado a seguinte ordem
decrescente de marcação: parte aérea > rizoma > raízes
na camada de 0,0–0,2 m > raízes na camada de 0,2–0,4 m
> raízes na profundidade maior que 0,4 m (Tabela 3).
A marcação da planta com 15N (Tabela 3) foi diferente
nas partes ou compartimentos das plantas, conforme o
método de marcação. Para a marcação da parte aérea,
houve diferença significativa (p>0,01) entre os
tratamentos; o método da injeção no colmo das plantas
Tabela 2. Massa de matéria seca (g por vaso) da parte aérea, rizomas e raízes das plantas com diferentes métodos de marcação.
nsNão-significativo.
Tabela 3. Abundância de 15N (% em átomos de 15N) na parte aérea, rizomas e raízes das plantas com diferentes métodos de
marcação(1).
(1)Médias seguidas por letras iguais, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. nsNão-significativo. * e **Significativo
a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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resultou em marcação superior à dos outros métodos,
que não diferiram entre si. Os métodos para as raízes
da camada de 0,2–0,4 m e para as da profundidade
>0,4 m também diferiram estatisticamente, e o da injeção
no colmo das plantas foi superior, na média, ao método
de absorção radicular, e igual ao de pulverização foliar
(p>0,05).
Os métodos de marcação não apresentaram diferença
significativa em rizoma e raízes da camada de 0,0–0,2 m,
apesar de os valores médios indicarem a nítida
superioridade de marcação do método por injeção no
colmo, em relação ao da pulverização foliar, que por sua
vez foi superior ao da absorção radicular. Esses
resultados podem ser explicados pelo alto coeficiente
de variação nesses dois compartimentos da planta,
principalmente o rizoma, para o qual o valor foi de 40%.
Essa observação é necessária, pois a marcação da
fitomassa pelo método por injeção no colmo da planta
foi cerca de 70 e 35% superior em abundância isotópica,
comparada à absorção radicular, para rizomas e raízes
da camada de 0,0–0,2 m, respectivamente.
A diferença na marcação com 15N das raízes de
profundidades distintas foi observada experimentalmente,
em campo, por Faroni (2004). Essa desuniformidade na
distribuição do 15N pode ter como causa o tempo entre
o início da marcação e a colheita da planta, que pode ter
sido insuficiente para uma distribuição uniforme do
marcador. Outra explicação é que a planta pode ter uma
distribuição preferencial de N, pois as raízes mais
profundas podem ser essencialmente absorvedoras de
água ou solução do solo e possuem reduzida atividade
metabólica e de crescimento; as raízes mais superficiais
apresentam atividade metabólica na absorção de
nutrientes e no crescimento de novas raízes
(Casagrande, 1991).
Foram também calculados os valores de recuperação
do marcador 15N-uréia aplicado por parcela, e para cada
um dos compartimentos estudados (Tabela 4), a fim de
se avaliar em qual dos métodos houve menor perda e
melhor eficiência de marcação, tendo sido encontradas
diferentes recuperações nas partes da planta.
A maior recuperação total foi obtida com o método
da injeção no colmo das plantas, superior à pulverização
foliar e à imersão radicular em 2,75 e 4,48 vezes,
respectivamente. Pela análise da recuperação em cada
compartimento, o método da injeção no colmo da planta
foi significativamente superior aos demais, na
recuperação do marcador, tendo sido 3,51 vezes maior
ao da aplicação foliar na parte aérea da planta. A maior
recuperação do isótopo, quando este é injetado na planta,
ocorre pelo fato de toda a solução ser aplicada no interior
da planta; além disso, após a uréia sofrer hidrólise pela
ação da urease, o marcador, na forma de 15NH3 ou de
15NH4+, é distribuído à planta pelo sistema de feixes
vasculares (Witte et al.,2002).
Para a recuperação do marcador nos rizomas, os
métodos da injeção e da aplicação foliar foram igualmente
eficientes e superiores ao da imersão radicular, o qual
obteve as menores recuperações, o que contrasta com
as informações apresentadas por Russel & Fillery
(1996). Esse fato pode ser explicado pela absorção
parcial da solução que continha o marcador pelas raízes
das plantas, evidenciado pela observação de resíduos
de uréia, nos frascos Ependorf, no momento da colheita
do experimento.
A recuperação nas raízes foi semelhante entre os
métodos; a do método de imersão radicular foi inferior
ao método da injeção no colmo, somente nas raízes
amostradas de 0,2–0,4 m de profundidade. Como o
sistema radicular compõe o compartimento de maior teor
Tabela 4. Recuperação do marcador 15N-uréia na aplicação foliar (F), na injeção no colmo da planta (I) e na imersão radicular (R),
nos compartimentos da parte aérea, rizomas e raízes das plantas(1).
(1)Médias seguidas por letras iguais, na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade; NPPM: N na planta proveniente do
marcador.
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de N, o maior direcionamento do traçador aplicado deve
ter sido dado a essas estruturas morfológicas, as quais
também possuem papel de reserva nutricional para a
rebrota (Trivelin et al., 2002).
A recuperação do marcador no solo foi baixa (menor
que 0,08%), à exceção da marcação via aplicação foliar,
na camada de 0,0−0,2m, que foi 0,15% do 15N aplicado;
não houve diferença entre os tratamentos. Essa baixa
recuperação é conseqüência da passagem de raízes finas
e radicelas no processo de peneiramento (Noordwijk &
Floris, 1979; Faroni & Trivelin, 2006), o que mostra que
o método não marcou efetivamente o solo, como
inicialmente proposto na metodologia do trabalho.
Conclusões
1. A injeção de solução de uréia marcada com 15N
no colmo de plantas de cana-de-açúcar é o método de
mais fácil uso, de mais efetiva marcação com 15N da
fitomassa e o que apresenta maior recuperação do
marcador.
2. O método da pulverização foliar é comparável ao
de injeção, para a marcação em 15N e a recuperação do
marcador no sistema radicular.
3. Não é recomendável o uso do método por absorção
radicular na marcação de fitomassa (parte aérea e
sistema radicular) de cana-de-açúcar.
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